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摘要 :高 寒 生 态 系统 是 全 球 变化 的 敏感 区 域 ,揭示 高 海拔 地 区 尤其 是 雪线 以 上 土壤 微生物 群落 的 演变 规律 ,对 于 理解 全 球 气候 
变化 对 高 寒 生态 系统 的 影响 及 其 响应 机 制 具有 重要 意义 。 以 采 目 青藏 高 原 珠穆朗玛 峰 北 坡 低 海拔 地 区 和 永久 雪线 以 上 (海拔 
4000—6550m) 的 12 份 土壤 和 砂砾 样品 为 研究 对 象 ,运用 活 菌 计数 法 (CFU) 和 实时 定量 PCR(real-time PCR) ERX EREE m AY 
细菌 和 真菌 进行 了 定量 分 析 , 并 结合 磷脂 脂肪 酸 (PLFA) 分 析 法 、 变 性 梯度 凝 胶 电 泳 技 术 CDGGE) 和 克隆 测序 方法 研究 了 细 茵 
和 真菌 群落 随 海 拔 梯 度 变 化 的 演变 特征 ,结果 表明 ;土壤 细菌 和 真菌 丰 度 随 海拔 增加 而 降低 ,与 海拔 高 度 星 显著 负 相 关 ; 磷 脂 脂 
肪 酸 分 析 结 果 表 明 不 论 是 细菌 真菌 还 是 总 的 微生物 PLFA. 含 量 均 随 海拔 高 度 增加 而 下 降 , 革 兰 氏 阴 性 细菌 和 革 兰 氏 阳 性 细 参 
的 多 样 性 也 随 海拔 增加 而 降低 , 且 代 表 革 兰 氏 阳 性 细菌 的 PLFA 组 份 在 雪线 (5350m) 以 上 检测 不 到 ,而 代表 革 兰 氏 阴 性 细菌 和 
真菌 的 组 份 在 所 有 海拔 梯度 上 都 有 分 布 , 表 明 革 兰 氏 阳性 细菌 比 阴 性 细菌 和 真菌 对 海拔 及 海拔 相关 因子 变化 更 为 敏感 。 
DGGE 图 谱 的 UPGMA 聚 类 分 析 的 结果 也 发 现在 不 同 海拔 高 度 样品 中 细菌 群落 组 成 发 生 明 显 变化 ,但 真菌 群落 变化 不 明显 。 测 
序 分 析 结 果 显 示 变 形 菌 纲 ( Proteobacteria ) 是 珠 峰 秒 同 海拔 高 度 土 接 / 砂 砾 样 品 中 的 优势 菌 群 , 芽 单 胞 菌 ( Gemmatimonadetes ) 是 
高 海拔 样品 中 的 优势 菌 群 ,而 放 线 菌 (4cxiinobacteria ) 主要 分 布 在 低 海 拔 样 品 中 ;真菌 以 子宫 菌 门 (4scomycota ) 为 主 ,而 丝 足 虫 类 
( Cercozoa ) 原生 生物 是 高 海拔 冰雪 履 盖 样品 所 特有 的 真 核 生 物 。 
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Abstract: Alpine ecosystems are special regions and are sensitive to global climate change. Revealing the succession of 
microbial communities along the altitude gradients, especially above the permanent snow line, is essential to understanding 
the influence of global climate change on the alpine ecosystem and the climate feedback of the alpine ecosystem. In this 
study, the abundance and community composition of bacteria and fungi in 12 soil and gravel samples collected from the 


northern slope of the Mount Everest ( Tibetan Plateau) along an altitude gradient varying between 4000 and 6550m ( above 
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sea level, m.a.s.l.) were characterized by viable counting, real-time polymerase chain reaction ( PCR) , phospholipid fatty 
acid ( PLFA) , and denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE) , combined with clone sequencing. The results showed 
that both the viable count and rRNA gene abundance for bacteria and fungi decreased with increasing altitude. The PLFA 
analysis showed that the contents and diversity of bacterial, fungal, and total PLFA reduced with increasing altitude. 
Furthermore, none of the PLFA components representing gram-positive bacteria were detected in samples above snow line 
(5350m) , but some PLFA components representing gram-negative bacteria and fungi were distributed in all samples for low 
and high-altitude areas, which suggested that gram-positive bacteria were more sensitive to the changes in altitude and 
altitude-dependent environmental variables. The unweighted pair-group method with arithmetic means ( UPGMA ) analyses 
of the DGGE profiles showed distinct clustering in the low-altitude (4000m) and high-altitude ( 25350m) samples for 
bacteria communities, but not for fungal communities. The DGGE band sequencing results suggested that Proteobacteria 
were the dominant bacteria in all samples, and that Gemmatimonadetes were dominant in higher altitude. samples, whereas 
Actinobacteria were mainly found in lower altitude samples. Fungal DGGE band sequencing. showed that Ascomycota 
predominated across the altitude gradient, whereas Cercozoa protists, identified by the fungal 188 rRNA gene primer, were 


only found in relatively higher altitude samples. 
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土壤 微生物 数量 和 种 类 繁多 ,每 克 土 壤 中 微生物 的 数量 可 达 几 十 亿 ,上 万 个 物种 ”，。 微 生物 是 土壤 最 具 
有 生命 力 的 组 分 ,驱动 着 土壤 中 几乎 所 有 已 知 的 生物 反应 过 程 ,在 有 机 物质 分 解 .养分 循环 .污染 物 转化 与 分 
解 温室 气体 产生 和 消减 等 过 程 中 起 着 重要 作用 ,对 土壤 肥力 形成 ` 士 壤 生 态 系统 的 结构 和 功能 维持 乃至 全 球 
变化 都 具有 重要 影响 。 鉴 于 土壤 微生物 的 重要 功能 及 其 对 外 界 环境 变化 的 敏感 响应 ,土壤 微生物 常 被 用 
作 评 价 环境 变化 的 重要 指标 S 

全 球 气候 变化 早已 成 为 不 争 的 事实 , 据 IPCC(2007) 报 告 预 测 到 21 世纪 末 ,全 球 地 表 温 度 可 能 升 高 1.1 一 
6.4% ”。 高 寒 生 态 系统 及 干旱 半 干旱 生态 系统 作为 全球 变化 的 敏感 区 域 , 主要 分 布 在 北极 ,北部 森林 ,青藏 
高 原 和 高 山 蔡 原 等 地 ,其 气候 变 暧 速度 高 于 地 球 平 均 水 平 ;此 外 ,气候 变化 通过 改变 降水 格局 而 加 速 高 寒 生态 
系统 退化 ,影响 土壤 微生物 的 群落 组 成 和 生物 多 样 性 “”。 因 此 ,高 寒 生态 系统 对 气候 变化 的 响应 与 反馈 不 仅 
影响 着 当地 生态 系统 ,也 将 对 全 球 生 态 系 统 及 人 类 生活 产生 巨大 影响 。 近 年 来 ,人 们 对 高 寒 生 态 系 统 土壤 微 
生物 展开 了 大 量 的 研究 ss Bryant 等 对 美国 科罗拉多 州 沙 基 山脉 (海拔 2400—3600m ) 细菌 多 样 性 的 研究 发 现 
细菌 类 和 群 丰 富 度 .系统 发 育 多 样 性 均 随 海拔 高 度 上 升 而 降低 ”; Margesin 等 发 现 高 山 (海拔 2300 一 2530m) 和 
亚 高 山 (海拔 1500 一 1900m) 土 壤 微 生物 活性 随 海拔 增加 而 降低 , 且 微 生物 群落 组 成 随 海拔 增加 变化 ,一 些 嗜 
冷 细菌 .真菌 和 革 兰 氏 阴 性 细菌 主要 在 高 海拔 地 区 出 现 ”。Shen 等 对 我 国 长 白山 地 区 的 研究 也 发 现 土壤 细 
菌 群落 随 海拔 明显 变化 ,细菌 群落 组 成 及 优势 门 的 相对 丰 度 与 土壤 pH 显著 相关 ”。 可 见 海拔 相关 因素 在 很 
大 程度 上 影响 着 微生物 的 丰 度 和 群落 结构 。 

青藏 高 原 是 世界 上 海拔 最 高 的 高 原 , 地 势 险峻 多 变 , 地 形 复杂 , 素 有 “世界 屋 背 ” 和 ”地球 第 三 极 ” 之 称 ,是 
北半球 气候 变化 的 启 张 毅 和 调节 天, 不 仅 直 接 驱 动 中 国 东 部 和 西南 部 气候 的 变化 ,而 且 对 北半球 具有 巨大 的 
影响 ,甚至 对 全 球 的 气候 变化 ,也 具有 明显 的 敏感 性 、 超 前 性 和 调节 性 ” 。 青 藏 高 原 板块 构造 隆 升 形成 了 其 
独特 的 目 然 地 理 环境 :高 寒 ,辐射 强 , 日 照 时 间 长 , 缺 氧 ,养分 浓度 低 ,气温 随 高 度 和 纬度 的 升 高 而 降低 。 因 此 ， 
表层 土壤 微生物 群落 在 对 抗 上 述 极 端 环境 过 程 中 可 能 会 形成 特有 的 生存 适应 能 力 和 群落 组 成 差异 。 此 外 ,由 
于 青藏 高 原 对 全 球 气候 的 敏感 性 ,全 球 变 暧 和 CO, 浓度 升 高 可 能 会 对 地 下 微生物 产生 复杂 的 影响 ” 。 如 芦 
晓 飞 利用 克隆 测序 技术 对 西藏 米 拉 山高 寒 草 旬 土 壤 (海拔 3600m ) 细 阔 和 古 阔 群落 多 样 性 发 现 该 区 域 存在 着 
丰 宦 的 特殊 微生物 资源 ,但 是 由 于 受到 气候 变化 和 人 类 活动 影响 ,退化 草 甸 土壤 的 微生物 群落 结构 发 生 改 
变 "”。 彭 后 林 等 对 藏 北 高 原 不 同 海拔 (海拔 4584 一 4956m) 草地 植物 从 枝 菌 根 ( AM ) 真菌 种 群 多 样 性 的 调查 
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研究 发 现 Glomus 属 真 苗 为 最 优势 属 , 且 草 地 类 型 海拔 高 度 和 土壤 pH 值 是 影响 AM 真菌 生态 分 布 的 重要 因 
子 53] 。 李 超 男 等 对 贡 嘎 山海 拔 梯度 上 (海拔 1800 一 4100m) 土壤 甲烷 氧化 菌 的 研究 发 现 土壤 理化 性 质 和 气候 
变化 综合 作用 是 造成 甲烷 氧化 菌 群落 结构 和 多 样 性 变化 的 主要 因素 。 

以 上 研究 虽然 都 是 针对 青藏 高 原 地 区 微生物 群落 开展 的 ,但 是 主要 集中 在 低 海拔 地 区 ,尤其 在 珠 峰 永久 
雪线 以 上 的 研究 非常 少 。 鉴 于 青藏 高 原 在 全 球 变化 中 的 特殊 地 位 和 作用 ,深入 研究 不 同 海拔 梯度 下 细菌 和 真 
菌 物 种 多 样 性 及 群落 组 成 沿海 拔高 度 的 变化 及 其 规律 ,对 于 理解 全 球 气候 变化 对 青藏 高 原生 态 系统 的 影响 和 
及 其 响应 机 制 具有 重要 意义 。 此 外 ,高 寒 生 态 系统 因 其 独特 的 自然 气候 条 件 ,赋予 了 一 些 土壤 微生物 的 独特 
优势, 也 是 微生物 资源 的 潜在 宝库 ,人 研究 青藏 高 原 珠 穆 朋 玛 峰 高 原 土 壤 微 生物 丰 度 和 群落 组 成 为 合理 开发 利 
用 高 寒 生态 系统 微生物 资源 提供 参考 。 以 往 研 究 中 , 发 现 珠穆朗玛 峰 高 山 土 壤 中 (海拔 4000 一 6550m) 氨 氧 
化 细菌 和 十 菌 的 丰 度 和 群落 组 成 随 海拔 梯度 发 生 明 显 变化 ,尤其 在 雪线 附近 发 生 显著 转变 二 六 但 对 于 十 壤 中 
细菌 和 真菌 群落 整体 组 成 情况 不 清楚 。 本 研究 利用 活 苗 计数 法 (CEFU ) 实时 定量 PCR ( real-time PCR) 技术 ， 
并 结合 磷脂 脂肪 酸 PLFA 分 析 法 ,变性 梯度 凝 胶 电 泳 技术 (DGGE ) 和 克隆 测序 方法 研究 了 青藏 高 原 珠 穆 明 玛 
峰 坡 底 和 永久 雪线 以 上 高 海拔 (4000 一 6550m ) 地 区 土壤 细菌 和 真菌 群落 的 组 成 特征 ,以 期 为 理解 全 球 变化 对 
青藏 高 原生 态 系统 的 影响 以 及 发 掘 高 塞 地 区 土壤 微生物 资源 提供 基础 信息 。 


1 材料 和 方法 


11 土壤 样品 采集 

本 研究 土壤 样品 为 中 国 科 学 院 第 四 次 珠穆朗玛 峰 远 征 期 间 (2005 年 4 月 至 6 月 ) 采 集 自 珠 峰 北部 斜坡 。 
除 3 个 样品 (M1 一 M3 ) 取 自 西藏 日 喀 则 地 区 的 农田 土壤 外 (28282'N ,29?28' E; FIR 4000m 左右 ,年 均 温 
6.3% ) ,其 余 样 品 ( M4 一 M12) 均 采 自 珠 峰 北 坡 不 同 海拔 高 度 ( 28501'570” 一 28°08’385”N ,86°51'533”—86°56' 
686"E ) 的 裸 地 ,海拔 高 度 分 别 为 5350,5400,570075850,6000,6150,6300,6450,6550m。 每 个 采样 点 均 取 5 个 
重复 次 样 点 ,采样 时 用 铲子 移 除 大 石头 和 积 雪 层 后 采集 0 一 10cm 深度 的 土壤 或 细 人 砂砾, 混合 后 于 移动 冰箱 运 
回 实验 室 ,部 分 样品 保存 于 4% 用 于 活 菌 计数 和 主 壤 理化 性 质 分 析 , 其 余 样品 保存 到 -20%C 冰箱 用 于 DNA 提 
取 和 分 析 。 
12 GEHRHHUINE(PLFA) PT 

磷脂 脂肪 酸 的 提取 方法 和 分 析 依照 'Bardgett 等 人 描述 的 方法 。 操 作 步 又 如 下 : 称 取 4g 土壤 样品 于 特 
MEEN ,用 氯仿 -甲醇 - 亿 酸 缓冲 液 (12:0.8) 提取 总 脂 类 ,通过 离心 分 离 得 到 的 磷脂 脂肪 酸 经 50°C i ^ HI BB 
化 后 利用 气体 色谱 Agilent 6820 测定 土壤 微生物 磷脂 脂肪 酸 的 含量 ,以 标准 定性 C, 到 Cx 混 合 细 戎 酸 甲 酯 为 
外 源 标 准 ( Bacterial Acid Methyl Esters CP Mix, Matreya Inc.) 。 每 个 样品 进行 3 次 重复 实验 ,脂肪 酸 的 命名 方 
法 如 Frostegard 等 估 坟 描述。 细菌 生物 量 通过 3-O0H 12:0,14:0, 2-0H 14:0,i-15:0, 和 a-15:0,15:0,i-16:0， 
16:109c,16:0,i-17:0, 17: 0cy 和 10Me18:0 的 脂肪 酸 进行 估算 .2 ,真菌 生物 量 用 18:209,12,18:109c, 
18:165t 进 行 估算 避 2 。 此 外 , 革 兰 氏 阳 性 细菌 通过 i1$:0、.a-15:0.i-16:0,i-17:0 和 10Mel8:0 估算 , 革 兰 氏 
阴性 细菌 利用 3-O0H 12:0,14:0, 2-0H 14:0,15:0,16:1w9c,16:0 和 17:0cy TTE 777, 
1.3， 活 菌 计数 

样品 活 阔 计数 采用 稀释 平板 法 进行 ,为 尽 可 能 模仿 原生 境 寞 营养 条 件 培养 ,细菌 计数 以 10 倍 稀释 的 
POY 培养 基 (PGY : EAJK 10g ,酵母 膏 Sg, 简 萄 糖 lg ,蒸馏 水 1L,pH=7.4) ,真菌 计数 以 含 50mg/L MRE zs 
的 10 倍 稀释 的 马 铃 昔 和 葡萄糖 球 脂 (PDA :马铃薯 200g, 和 葡萄糖 20g, WAR 20g, 2€ 82K. 1L,pH 自然 ) 培养 基 进 
行 。 操 作 过 程 为 : 称 取 土 壤 或 砂砾 样品 10g, 加 入 90mL 无 菌 水 后 振荡 30min, 取 lmL 土壤 悬浮 液 转移 到 装 有 
9mL 无 瑚 水 试管 中 ,充分 混合 ,并 进行 系列 稀释 。 吸 取 不 同 稀释 程度 的 梢 悬 液 各 0.1mL 至 培养 亚 中 , 涂 布 均 
义 。 在 正式 进行 计数 培养 前 ,选择 了 少量 样品 进行 温度 影响 试验 ,发 现在 4% 培养 一 个 月 后 细菌 和 真菌 的 
( Colony forming units,CFUs) 数 比 22Y 培养 明显 少 , 故 在 进行 正式 计数 培养 时 将 平板 置 于 22% 黑暗 培养 74 和 
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14d 后 进行 落落 计数 ,计算 可 培养 微生物 的 数量 。 
1.4 DNA 提取 和 PCR 变性 梯度 凝 股 电泳 (DGGE) 

土壤 总 DNA 提取 采用 FastDNA SPIN Kit for Soil 试剂 盒 (Q. BlOgene, Inc., Carlsbad, CA) 进行 ,所 有 操 
作 依 照 产品 说 明 书 进行 , 鲜 土 称 重 0.8 一 1.0g, 人 破碎 速度 设 定 为 5.5m/s, 人 破碎 时 间 20s。 提 取 的 DNA 样品 在 1% 
的 球 脂 糖 凝 腕 中 进行 电泳 检测 后 使 用 微量 分 光 光 度 计 Nanodrop® ND- 1000 测定 浓度 和 纯度 ( NanoDrop 
Technologies, Wilmington, DE) 。 

以 引物 f954-gc 和 113697 和 引物 NSI 和 Fung GC ( 表 1) 分 别 对 细菌 16S rRNA 基因 和 真菌 18S. rRNA 
基因 进行 普通 PCR 扩 增 。PCR 扩 增 在 PTC-200 thermal cycler ( MJ-Research, Waltham, MA) 进行 , 护 增 程序 
如 表 1。PCR 反应 混合 物 的 体积 为 S0kL ,包括 1 x PCR buffer, 2mmol/L MeC1, ，400nM 正 反 向 引物 浓度 。 
250uM dNTP, 2.5U Ex Taq DNA polymerase (TaKaRa Bio Inc. Otsu, Shiga, Japan) ,0.4mg/mL ^F ift 78$ F4 ZE F4 
(BSA) RI DNA 模板 10ng。 所 获得 的 PCR 产物 在 6% 聚 丙烯 酰胺 胶 中 进行 DGGE 电泳 ms Br HRS AE PE BET 
度 范 围 是 40% 一 60% , 真菌 的 变性 胶 浓 度 范 围 为 10% 一 30%。 电 泳 在 DCode Universal Detection System 
Instrument ( Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 进行 。 电 泳 条 件 为 420v,60% 恒温 条 件 ,7h。 依 照 操 作 
说 明 将 凝 胶 在 1:10000 SYBR Gold 染料 (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, USA ) 3 ñ, 30min Jr f] HERZ 4 
像 仪 (G: BOX HR, Syngene, Frederick, USA ) 进行 呈 像 扫描, 并 用 Quantity One ( Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, USA) 软件 分 析 结 

对 DGGE 图 谱 中 清晰 条 带 进行 切 胶 回收 ,并 将 胶 条 转移 到 -S0kL TOmmol/L Tris-HCl (pH 8.0) RRF, 
反复 冻 融 3 次 以 上 。 取 上 清 液 2uL 用 无 GC 夹子 原 引 物 再 次 扩 增 。PCR 产物 以 胶 回 收 试剂 盒 (TaKaRa Bio 
Inc., Shiga, Japan) 切 胶 纯化 后 ,连接 到 pGEM-T Easy Vector .上 (Promega，Madison ，USA ) 试剂 盒 连接 载体 , 转 
化 大 肠 杆菌 JM109 感受 态 细胞 (JM109) (TaKaRa, Japan) , 涂 布 到 含有 氮 苯 青霉素 (Ampicillin )/IPTG/X-Gal 
的 LB (Luria-Bertani) 培 养 基 上 ,37% 下 培养 16 二 18h。 随 机 选取 寿 干 白色 克隆 子 ,采用 菌 体 直接 扩 增 方式 ,用 
pGEM-T Easy Vector 通用 引物 T7/SP6 扩 增 外 源 插 入 片段 。 每 个 条 带 挑 选 3 个 阳性 克隆 子 测序 ,利用 
DNAMAN 6.0.3.48 (Lynnon Biosoft，USA) 进 行 序 列 分 析 , 并 把 所 得 正确 长 度 的 序列 提交 NCBI 数据 库 进 行 
Blast 序列 对 比 ,下 载 最 相似 菌 种 序列 作为 系统 发 育 树 的 参考 序列 。 然 后 采用 Clustal W 和 Mega 4.0 软件 建立 
Neighbor-Joining 系统 发 育 树 ,系统 发 育 树 各 分 文 置 信和 度 由 目 举 分 析 方法 (Bootstrap ) 检验, 重复 1000 次 。 

1.5 葡 光 定量 PCR 分 析 (real-timée PCR) 

利用 实时 严 光 定量 PCR 对 土壤 中 的 细菌 和 真菌 直上 度 进 行 定量 分 析 , 所 用 引物 和 探 针 有 具体 信息 详 见 表 1. 
细菌 荧光 定量 PCR 分 析 采 用 探 针 法 :使 用 TaqMan 探 针 TM1389 (5'-CTTGTACACACCGCCCGTC- 3') ( Takara 
Bio Inc. Otsu, Shiga, Japan) ,定量 引物 分 别 为 BACTI369F ( 5'-CGGTGAATACGTTCYCGG- 3')/PROKI541R 
(5'-AAGGAGGTGATCCRGCCGCA -3^) 7" ;真菌 扩 增 使 用 引物 ITST£ (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3!) /5.8s 
(5'-CGCTGCGTTCTTCATCG-3') ^! 。 实 时 荧光 定量 PCR 反应 体系 为 25kL ,细菌 16S rRNA 基因 的 扩 增 使 用 
Premix Ex Taq (TaKaRa) , 直 菌 ITS 区 扩 增 采用 SYBR9 Premix Ex Taq i358] £z (TaKaRa) ,反应 条 件 和 引物 
浓度 参见 表 1。 已 提取 的 DNA 经 5 或 10 售 稀 释 后 作为 模版 DNA 添加 到 混合 体系 中 ,其 终 浓度 为 1 一 10ng , 同 
时 加 入 0.4mg/mL WAIE OE H (BSA) 用 于 减少 杂质 对 PCR 反应 的 抑制 作用 。 每 个 样品 做 3 个 平行 。 

1.6 数据 处 理 

利用 quantity one 软件 对 DGGE 胶 图 像 中 条 带 的 位 置 和 亮度 进行 处 理 , 依 据 数字 化 结 ,计算 多 样 性 指 
数 。 采 用 canonical correspondence analyses ( CCAs) 分 析 环 境 和 土壤 变量 对 微生物 种 间 群 落 结 构 的 影 啊 , 在 
CANOCO 4.5 软件 中 进行 。CFU 数据 和 基因 拷贝 数 经 对 数 转换 后 进行 ANOVA 分 析 。 本 研究 中 的 统计 分 析 在 
SPSS 13.0 软件 中 进行 ,其 中 多 组 数据 间 的 方差 分 析 采 用 单 因素 方差 分 析 ( Duncan , P<0.05) ;相关 分 析 采 用 
Spearman 相关 分 析 。 

细菌 和 真菌 rRNA 基因 序列 GenBank 号 为 :( 递 交 中 ) 
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2.1 土壤 的 基本 理化 性 质 
土壤 的 基本 理化 性 质 如 我 们 之 前 的 研究 报道 ” 。 海 拔高 度 在 4000m 左右 的 农田 土壤 ( M1 一 M3)pH 值 
为 8.6—8.7 ,海拔 高 于 5000m 高 度 的 样品 ( M4 一 M12)pH 值 在 9.0 至 9.1 之 间 ( 图 1A)。 


有 机 质 OM/(g/kg) 
2 4 6 8 10 12 14 
49— ——o 
6500 i 6500 
À 
一 2 一 全 和 氮 
6000 一 上 一 有 机 质 — 6000 
à —m— pH 
5500 E 5500 


5000 5000 


4500 


4500 


4000 4000 


8 
3 
E 菌落 数 
i Colony-forming units/g 
< 0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 
E 全 所 Total N/(g/kg) 
ES 
S 
oe ° 
Gs "— oa e: 8f &, 
NA 一 人 一 磷脂 脂肪 酸 总 量 
A —o— 细菌 磷脂 脂肪 酸 量 
6000 6000 $ — 一 = 一 sienne 
\ 
i 
5500 5500 
—^ 
5000 5000 
4500 4500 
107 105 10? 1010 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 
基因 拷贝 数 磷脂 脂肪 酸 总 量 
Gene copy number/g Total PLFA/(nmol/g) 


图 1 青藏 高 原 珠穆朗玛 峰 不 同 海拔 梯度 土壤 样品 的 理化 性 质 及 其 细菌 和 真菌 的 丰 度 变化 
Fig.1  Physicochemical properties and abundance changes of bacteria and fungi of soil samples along different altitudes from Mount 


Everest, on the Tibetan Plateau 


在 低 海 拔 土壤 样品 中 (M1 一 M3 ,4000m) ,有 机 质 含 量 范 围 在 8.4—12.6g/kg 干 土 之 间 , EE AR ACUTE 0.51— 
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0.66g/kg 干 土 之 间 。 而 高 海拔 土壤 样品 (M4 一 M12, = 5350m) 土壤 有 机 质 和 全 所 明显 低 于 低 海 拔 土 壤 样品 ， 
其 有 机 质 含量 为 2.9 一 6.3g/kg FE, SANH 0.06—0.21g/kg 干 土 (图 1)。 
2.2 ”细菌 /真菌 活 菌 计数 和 16S rRNA 基因 丰 度 

利用 10 倍 稀释 的 PGY I PDA 培养 基 对 细 甸 和 真 梢 进行 的 平板 计数 分 析 结 末 如 图 1 所 示 。 样 品 中 可 培 
养 细 菌 数 量 随 海 拔 增加 而 降低 ,在 低 海 拔 农田 土壤 样品 (M1 一 M3 ) 中 达 每 克 干 土 含 (1.53 一 5.68) x10 CFU/g, 
高 海拔 土壤 /砂砾 样品 (M4 一 M12, = 5350m) (每 克 干 重 含 7.36x10 一 8.83x10"CFUXg) 高 1 到 2 个 数量 级 。 
所 有 土壤 中 可 培养 真菌 的 数量 均 较 细菌 低 2 个 数量 级 ,但 变化 趋势 与 细菌 相似 ,在 低 海拔 农田 土壤 中 为 每 克 
干 土 (2.21 一 6.09)x10;CFU/g 之 间 , 高 海拔 样品 (M4 一 M12, = 5350m) HH 1.67x100—1.16x 10* CFU/g T +. 
相关 分 析 结 果 表 明 ,细菌 和 真菌 的 CEU 均 与 海拔 高 度 呈 负 相 关 (r; 2 70.797 ,r, =-0.656,P<0.05 ) , SEARE 
呈 显 著 正 相关 (r, =0.534,r, = 0.565 ,P<0.05) 。 

利用 实时 荧光 定量 PCR 技术 对 细菌 的 16S rRNA 基因 丰 度 和 真菌 ITS 丰 度 进行 的 分 析 结 果 表 明 ,细菌 
16S rRNA 基因 丰 度 随 海 拔高 度 增 加 而 降低 ,在 低 海拔 农田 土壤 样品 (M1l 一 M3 ) 38 4.13x 107—1.09 x 10 F4 DI 
数 /g 干 土 ,高 于 高 海拔 样品 (M4 一 M12, =5350m) (8.82x10" 一 5.63x10? 拷 贝 数 /g FŁ)1 到 2 个 数量 级 ;所 有 
土壤 真 ITS FERARI 1 个 数量 级 ,但 其 变化 趋势 与 细 甸 相 类 似 ,在 低 海 拔 土 壤 样 品 中 丰 度 范围 在 6.27x 
10 拷贝 数 /g FEZ 1.20x107 拷贝 数 /g 干 土 之 间 ,在 高 海拔 土壤 样品 中 丰 度 在 4.63x10" 一 2.77x10 拷贝 数 /g 
干 土 之 间 变 化 (图 1)。 与 活 菌 计数 结果 类 似 , 细 菌 的 rRNA 基因 和 真菌 ITS 的 丰 度 与 土壤 海拔 高 度 呈 显著 负 
相关 (x, 2 -0.481,r, = -0.543 , P«0.05) ,与 土壤 有 机 质 (r, =0.606,r, =0.636, PZ0.05) MEA (r, =0.667,r, = 
0.697 , P«0.05) 呈正 相关 ( 表 2) 。 


表 2 土壤 基本 属性 与 多 种 微生物 多 样 性 相关 分 析 
Table 2 Correlation analyses among soil physical parameters and diverse microbial abundance parameters 
肯 德 尔 相关 系数 Kendall's correlation coefficient 


真菌 ITS 细菌 16S 


因子 " — CAEBUETDÉC! RNA RIK uu " a EE. LL 

Factor Hi H AIR E Fungal ITS Bacterial 168 RH CFU — 细菌 CEU LS Blai t 
Altitude p OM Total N Š RNA Fungal CFU Bacterial CFU Total Bacterial 

gene copy r gene PLFA PLFA 
numbers copy numbers 

海拔 Altitude 

pH 0.312 

有 机 质 OM -0.326 -0:664** 

ZA Total N -0.388 _-—0521 ° 0.576 ** 

IN EAE: l " " 

RERIK -0.543^ -0:449 0.636 °” 0.697 一 

Fungal copy 

MEAE 

ái Mic ud -0.481* -0377  0.606"* 0.6607" — 0.909** 

Bacterial copy 

PIN 0.656 *” -0.253 0.229 0.565 `° 0.534 * 0.565 `“ 

Fungal CFU I i l l I l 

细菌 CFU 
-0.797 ** -0.47 .351 aM" .504 * .443 * .646 ** 

Bacterial CFU 0.797 0.470 0.35 0.534 0.504 0.443 0.646 

总 磷脂 脂肪 酸 
=, LE E: .41 米 米 * * 米 米 LE LE * 

Total PLFA 0.605 0.413 0.606 0.727 0.848 0.818 0.626 0.565 

细菌 磷脂 脂肪 酸 

i al -0.686'* -0.413  0455* 0.5765 0758" s" G 0 

Bacterial PLFA 

真菌 磷脂 EDS 会 

上 -0.698 ** -0.305 0576” 0.636" 0.818 ^" 0.788 一 0.595 ** 0.595 ** 0.848 一 0.758 ** 


Fungal PLFA 


23 MAME KS DRA AHA 
PEIRIER D RIIT RR H , 4 EEE EFE nn B IR AS Jr Bë SA ar ( total PLFA ) Æ 20.86 和 177.58nmol/g 
之 间 , 其 中 细菌 来 源 的 磷脂 脂肪 酸 含量 在 8.87—108.42nmol/g ZH, R ARKA 7.82—58.16nmol/g ,无 论 是 
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总 的 PLFA 含量 ,还 是 细菌 和 真菌 的 PLFA 含量 均 随 着 海拔 增加 而 降低 (图 1, 图 2) ,与 海拔 呈 显 著 负 相关 (P< 
0.05) ,与 有 机 质 和 全 毛 含 量 呈 显著 正 相 关 ( P<0.05)( 表 2)。 

在 供 试 的 12 个 土壤 样品 中 , 共 检 测 到 15 种 C1, 一 Cs 的 PLFAs 组 分 ,所 有 样品 中 均 检 测 到 饱和 脂肪 酸 (3- 
OH 12:0,14:0, 2-OH 14:0,i-15:0, a-15:0,15:0,i-16:0, 16:0,i- 17:0 和 10Mel18:0) . 单 不 饱和 脂肪 酸 、 多 不 
饱和 脂肪 酸 和 环 丙 烷 脂 肪 酸 。 随 着 海拔 高 度 增加 ,样品 中 PLEA 种 类 和 数量 逐渐 降低 ,其 中 低 海 拔 土壤 样品 
(M1 一 M3) 含 有 15 个 单 体 PLFAs,M4 和 M5 其 次 ,含有 12 个 单 体 PLFAs , 而 在 海拔 高 度 高 于 5700m 的 样品 中 
(M6—M12) , 仅 含 有 7 种 PLFAs, 但 这 7 种 PLFAs(2-OH 14:0, 16:109c, 16:0, 18:0,18:2%9,12, 18:1w9c,， 
18:1w9t) 在 所 有 海拔 高 度 样品 中 均 有 分 布 ,其 中 2-0H 14:0, 16:1w9c, 16:0 代表 章 兰 氏 阴 性 细菌 的 特征 脂 
MR”: 18:209,12, 18:1o9c 和 18: 199t 代表 真菌 的 特征 脂肪 酸 “*!。 而 代表 革 兰 氏 阳性 细菌 的 i- 15 :0， 
i-17:0 和 代表 革 兰 氏 阴 性 细菌 的 17:0 人 入 在 海拔 大 于 5350m 的 样品 ( M4 一 M5 ) 中 未 检测 到 ;代表 革 兰 氏 阴 性 细 
FR 3-OH 12:0,14:0,15:0 和 代表 革 兰 氏 阳 性 细菌 的 i-15:0 和 i-16:0 的 组 份 在 海拔 三 5700m 的 样品 (M6 一 
M12) 中 均 未 检测 到 (图 2) ,表明 这 些微 生物 类 和 群 不 能 适应 于 高 海拔 环境 。 
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图 2 青藏 高 原 珠穆朗玛 峰 不 同 海拔 梯度 样品 中 的 PLFA 种 类 分 布 
Fig.2 The content of PLFA composition in samples from Mount Everest, on the Tibetan Plateau 


M1 一 M3 代表 低 海 拔 农田 土 壤 样品 (4000m) , MA—M12 代表 高 海拔 土壤 样品 ( 2 5350m) 


对 磷脂 脂肪 酸 PLFAs 组 成 与 环境 变量 进行 的 典范 对 应 分 析 ( Canonical correspondence analysis ) 结果 显示 ， 
具有 相似 海拔 高 度 的 样品 聚集 在 一 起 ,其 中 , 低 海 拔 农田 土 壤 样 品 (M1 一 M3 ) 和 高 海拔 土壤 样品 ( M4 一 M12) 
沿 y 轴 分 开 , 而 来 自 最 高 海拔 的 样品 (M10 一 M12 ) 与 海拔 稍 低 的 样品 (M4 一 M9) 沿 x 轴 被 分 开 ,x 轴 和 7 轴 分 
别 解 释 了 “87.2% 和 7.4% 的 变异 。 此 外 ,海拔 高 度 、 土 壤 有 机 质 和 全 氮 对 PLFAs 的 组 成 影响 显著 (P<0.05) (图 
3 d 
2.4. 不 同 海拔 梯度 样品 细菌 和 真菌 群落 组 成 

对 细菌 16S rRNA 基因 和 真菌 18S rRNA 基因 的 变性 梯度 凝 腕 电泳 (DGGE ) 后 ,利用 quantity one 软件 对 
DGGE 胶 图 像 中 条 带 的 位 置 和 亮度 进行 提取 后 ,进行 UPGMA 聚 类 分 析 结 果 显 示 ,细菌 UPGMA 32557) Es rh 
低 海 拔 农田 土 样 (M1 一 M3 ) 聚 成 一 个 小 支 , 与 高 海拔 样品 明显 分 开 ( 图 4) ,表明 低 海拔 农田 土壤 和 高 海拔 样 
品 中 细 基 群落 组 成 明显 不 同 。 对 于 真菌 来 说 , 则 只 观察 到 高 海拔 样品 (M10 一 M12 ) 单独 聚集 (图 5) 。 总 的 来 
说 , 低 海 拔 农田 土壤 样品 (MI 一 M3)DGCGCE 图 谱 更 相似 ,而 在 高 海拔 土壤 样品 (M4 一 M12, 三 5350m) 中 ,细菌 和 
真菌 条 带 数量 均 在 M5 样品 中 最 高 。 
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选择 细菌 DGGE 图 谱 中 代表 低 海 拔 土壤 样品 MI 
和 代表 高 海拔 土壤 样品 MA M5 , M6 和 M9 清晰 条 带 进 
行 克 隆 测序 并 构建 细菌 系统 发 育 树 (图 6) ,结果 发 现 ， 
在 MI 样品 中 检测 到 变形 阔 纲 ( Proteobacteria ) , T Ei 
纲 ( Acidobacteria ) 4I ZË Pj 43 ( Actinobacteria ) , M4 样品 
中 检测 到 变形 瑚 纲 (Proteobacteria) , M5 中 检测 到 变形 落 纲 
( Proteobacteria ) , 牙 单 胞 菌 纲 ( Gemmatimonadetes ) , W 2 A 
纲 ( Cyanobacteria ) ,异常 球菌 属 ( Deinococcus-Thermus ) , 
厚 壁 阔 门 ( Fimicutes ) ,装甲 菌 门 ( Armatimonadetes ) , 拟 
杆菌 纲 ( Bacteroidetes ) #IJ £X W 29] ( Actinobacteria ) , M6 
中 检测 到 放 线 菌 纲 ( Actinobacteria) , M9. 中 检测 到 酸 杆 
HA ( Acidobacteria) ,其 中 5 个 样品 中 处 于 同一 位 置 的 
DGGE 条 市 测序 结果 一 致 。 从 图 6 可 以 看 到 ,所 有 土 样 
中 均 含 有 区 域 1( 条 带 24) 和 区 域 3( 条 带 10) 的 条 带 ， 
测序 结果 显示 这 两 个 区 域 的 条 带 代 表 变 形 菌 纲 
( Proteobacteria ) ; 说 明 变形 E| AE Fi JER 高 原 地 区 的 优势 [Es] 
HE. DX Bb 2 条 带 6 和 25 [V x 2 OUR Jü PN 25 


排序 轴 2 


Ordination axis2 (7.4%) 


排序 轴 1 
Ordination axis1 (87.2%) 


图 3 微生物 磷脂 脂肪 酸 群 落 组 成 与 环境 变量 的 典范 对 应 分 析 
(CCA) 

Fig.3 Canonical correspondence analysis of PLFA composition 
and environmental variables 

M1—M3 代表 低 海拔 农田 王 接 样品 (4000m) , M4 一 M12 代表 高 海 
拨 土 壤 样品 ( 25350m) 


( Gemmatimonadetes ) 仅 分 布 在 高 海拔 样品 中 ;此 外 ,区 域 4 条 审 3 代表 的 放 线 苗 纲 ( Actinobacteria) 主要 分 布 在 
低 海拔 样品 中 ,在 高 海拔 样品 中 较为 少见 。 由 于 真菌 DGGE 图 谱 中 不 同 海拔 高 度 土壤 样品 清晰 条 带 较 少 ,将 
所 有 清晰 条 带 克 隆 测序 并 构建 了 真 阔 系统 发 育 树 (图 7 为 结果 显示 真菌 序列 分 布 在 子 吉 靖 门 (Ascomycetes) ,TH 
子 菌 门 (Basidiomycota) 和 其 他 真 核 生 物 ( Cercozoa) 三 个 复 中 ;结合 DGGE 图 谱 可 以 看 出 区 域 1 4i 4,5 和 30 代 
= Cercozoa 仅 分 布 在 高 海拔 样品 中 ,而 区 域 2 条 带 17,20 代表 子宫 菌 门 (Ascomycetes) 在 所 有 土 样 中 均 有 分 布 ， 
WATEA] Ascomycetes ) 为 青藏 高 原 地 区 的 优势 秃 群 (图 7) 。 


MI M2 M3 M4 M$ M6 M7 M8M9 MIOMIIMI2 031 
再 2 li í 
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图 4 青藏 高 原 珠穆朗玛 峰 不 同 海拔 梯度 下 土壤 样品 中 细菌 DGGE 图 谱 及 其 UPGMA 32252) fn 
Fig.4 Denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE) profiles and the UPGMA dendrogram of bacteria in soils from Mount Everest, on 


the Tibetan Plateau 
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l 0.39r—10.50 M4 
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MII 
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图 5 青藏 高 原 珠穆朗玛 峰 不 同 海拔 梯度 下 土壤 样品 中 真菌 DGGE 图 谱 及 其 UPGMA RXS Th 
Fig.5 Denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE ) profiles and the UPGMA dendrogram of fungi in soils from Mount Everest, on the 
Tibetan Plateau 


(1.53—5.68) x10' CFU/g HA ti es T AREE m (7.36x10'—8.83x10* CFU/g) 。 类 似 地 ,真菌 CFU 分 布 情况 与 
细菌 一 致 , 低 海拔 土壤 样品 CFU (2.21—6.09 x 10? CFU/g) 较 高 海拔 样品 高 1—2- P CERES ( 1.67x 10—1.16x 
10*CFU/g) 。 利 用 荧光 定量 PCR 技术 对 细菌 16S rRNA 和 真菌 TTS 基 因 于 度 的 分 析 结 果 与 活 菌 和 真菌 计数 结 
果 一 致 , 低 海拔 土壤 样品 细菌 和 真菌 丰 度 明显 高 于 高 海拔 地 区 土壤 样品 1 到 2 个 数量 级 。 相 关 分 析 结 果 表 明 
无 论 细菌 和 真菌 的 CFU 数量 ,还 是 16S rRNA 和 ITS 基因 拷贝 数 均 与 全 所 和 有 机 质 显著 正 相 关 , 与 海拔 高 度 
显著 负 相 关 性 。 此 外 ,细菌 和 真菌 PLFA 量 随 海拔 增加 而 降低 ,与 土壤 海拔 呈 负 相关 ,与 有 机 质 和 全 氮 呈 显著 
正 相 关 。 随 海拔 高 度 增 加 ,土壤 养分 、 氧 气 .温度 降低 ;辐射 增加 ,这 些 都 可 能 是 导致 微生物 生长 代谢 减弱 E 
物 量 随 海 拔 增加 而 减少 的 决定 性 因素 。 结 果 与 以 往 在 青藏 高 原 腹地 海拔 高 度 在 3400 一 4300m 的 三 江 源 自然 
保护 区 高 寒 草 原 的 研究 结果 一 致 ,说 明 即 使 在 严酷 的 生存 环境 下 ,青藏 高 原 仍 在 有 丰富 的 微生物 类 群 , 且 高 海 
拔高 寒 等 极端 环境 明显 抑制 了 微生物 的 活动 从 而 导致 其 微生物 量 逐 渐 降 低 汪 > 。 此 外 ,CFU 和 荧光 定量 
PCR 结果 显示 青藏 高 原 珠 称 朋 玛 峰 土 壤 样 疗 中 细菌 丰 度 明显 高 于 真菌 丰 度 一 个 数量 级 , 晶 细 阔 和 真 阔 变化 
趋势 呈正 相关 关系 (r= 0.909，P<0:05); 这 与 任 优 华 等 人 对 青藏 高 原 高 寒 草 地 土壤 (海拔 3400—4200m ) 微 生 
物 活性 和 微生物 量 的 研究 结果 相 类 似 “” ,导致 这 种 现象 的 原因 可 能 是 细菌 和 真菌 占据 的 生态 位 相似 ,在 青 
藏 高 原 极端 生存 环境 下 ,细菌 由 于 个 体 小 ,繁殖 快 在 资源 竞争 中 处 于 优势 。 
3.2 不同 海 拔 梯度 上 细菌 和 真菌 的 群落 组 成 特征 

磷脂 脂肪 酸 (PEFA ) 常用 来 表征 复杂 环境 中 具有 活性 的 微生物 群落 组 成 。 在 12 个 供 试 样品 中 共 检 测 到 
15 种 PLFAs, 包 括 代 表 革 兰 氏 阳性 细菌 的 脂肪 酸 组 份 i-15:0、a-15:0.i-16:0 和 i-17:0, 代 表 革 兰 氏 阴性 细菌 
的 组 份 3-OH 12:0,14:0, 2-0H 14:0,15:0,16:109c,16:0,17:0 A FU 10Me 18:0, 和 代表 真菌 的 组 份 18:209, 
12,18:1lo9c,18:1o9t。 无 论 是 细菌 还 是 真菌 的 脂肪 酸 组 分 均 随 海拔 增加 而 减少 , 主要 表现 为 海拔 高 度 大 于 
5350m( 雪线 ) 时 ,表征 革 兰 氏 阳 性 细菌 的 脂肪 酸 (a-15$:0 和 i-17:0) 未 被 检测 到 , 当 海 拔高 度 增加 到 5700m 以 
卡 时 ,表征 革 兰 氏 阳 性 细菌 的 所 有 脂肪 酸 (i-15:0、a-15:0.i-16:0 和 i-17:0) 均 未 被 检测 到 。 同 时 ,表征 革 兰 氏 
明 性 细菌 的 脂肪 酸 17:0 信 在 海拔 高 度 大 于 5350m 时 未 被 检测 到 , 当 海 拔 增加 到 5400m 时 ,3-OH12:0 和 14:0 
也 未 被 检测 到 ,但 2-OH 14:0,16:1w9c 和 16:0 脂肪 酸 在 全 部 样品 中 均 有 分 布 ,说 明 青 藏 高 原 珠穆朗玛 峰 土 壤 
中 细菌 多 样 性 随 海拔 增加 而 降低 , 且 革 兰 氏 阳 性 细菌 对 海拔 高 度 的 变化 较 革 兰 氏 阴性 细菌 更 为 敏感 ,可 能 的 
原因 是 革 兰 氏 阳 性 细菌 细胞 壁 结构 简单 ,只 含有 90% 肽 聚 糖 和 10% 磷 壁 酸 ,其 对 抗 外 界 环境 变化 的 绥 冲 能 
较 弱 ,而 革 兰 氏 阴 性 细菌 细胞 壁 较 为 复杂 ,不仅 含有 肽 聚 糖 ,其 细胞 壁 外 还 有 由 脂 多 糖 .磷脂 和 脂 重 白 等 奋 干 
种 和 蛋白质 组 成 的 外 膜 能 够 有 将 的 阻止 或 减缓 有 害 物质 或 恶劣 环境 对 细胞 的 迫害 ,从 而 保护 细胞 的 正常 生长 代 
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图 6 细菌 16S rRNA 基因 系统 发 育 树 
Fig.6 Phylogenetic tree of bacterial 16S rRNA gene in soils from Mount Everest, on the Tibetan Plateau 


BET 。 此 外 ,表征 真菌 的 PLFAs(18:2o9,12,18:1o9c,18:1o9t) 在 所 有 土壤 样品 中 均 有 分 布 ,说 明海 拔高 度 
增加 未 能 影响 真菌 在 高 山 土壤 的 分 布 ,与 葵 晓 布 等 在 西藏 高 原 草 地 生态 系统 中 观察 到 的 结果 一 致 ,这 可 能 
是 由 于 真菌 在 生理 上 更 耐 受 低温 ,以 及 其 通过 产生 孢子 抵御 不 良 环境 等 所 臻 。 该 结果 与 DGGE 图 谱 的 
UPGMA 聚 类 分 析 结 果 相 一 任 , 再 次 表明 不 同 海拔 高 度 能 够 显著 影响 细菌 群落 组 成 ,但 对 真菌 群落 变化 没有 
显著 影响 。 

XTM DBEA DI R PLFA 组 成 与 环境 变量 的 典 郊 对 应 分 析 ( Canonical correspondence analysis ) 结果 表 
明海 拔高 度 .土壤 有 机 质 和 全 气 是 决定 极端 环境 下 高 山 土 壤 微 生物 群落 的 组 成 和 多 样 性 的 主要 因子 。 与 对 微 
生物 量 的 影响 相似 , 随 着 海拔 上 升 ,植被 逐渐 退化 ,土壤 养分 减少 ,不 仪 影响 土壤 微生物 数量 ,也 会 对 土壤 中 微 
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图 7 真菌 ITS 基因 系统 发 育 树 


Fig.7 Phylogenetic relationships among fungal sequences in soils from Mount Everest, on the Tibetan Plateau 


生物 类 群 造成 极 大 的 危害 ,导致 土壤 微生物 多 样 性 降低 ”。 与 此 同时 ,高 山 温度 会 随 海拔 升 高 而 降低 ,Lipson 
等 人 针对 不 同 季 闻 和 海拔 梯度 下 细 霄 群落 结构 与 温度 的 关系 研究 中 发 现 , 低 海 拔 地 区 微生物 群落 对 温度 较 高 


海拔 地 区 更 为 敏感 ”| 。 
对 细菌 DGGE 主要 条 带 的 克隆 测序 分 析 结 果 显 示 ,变形 菌 纲 (Proteobacteria) 在 低 海 拔 和 高 海拔 样品 中 均 
有 分 布 ,说 明 变 形 落 是 青藏 高 原 土壤 的 优势 菌 群 ; 芽 单 胞 菌 仅 出 现在 了 高 海拔 样品 中 ,这 可 能 与 芽 单 胞 菌 易 受 
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环境 湿度 的 影响 有 关 '"” 。DeBruyn 等 通过 对 南极 旱地 土壤 .高山 干旱 土壤 和 高 山 昔 原 等 13 个 不 同类 型 土壤 
中 芽 单 胞 机 不 度 和 群 洲 组 成 的 研究 发 现 , 芽 单 胞 梢 相对 丰 度 与 水 分 负 相关 ,村 单 胞 函 适 宜 在 较为 干燥 的 环境 
中 生存 … 。 本 研究 中 低 海 拔 样品 主要 分 布 在 日 喀 则 地 区 ,其 降水 含量 较 高 海拔 样品 丰沛 ,相对 较 高 的 降水 量 
会 使 低 海拔 样品 的 芽 单 胞 菌 代谢 受到 抑制 ,而 高 海拔 相对 干燥 的 环境 促进 了 芽 单 胞 菌 的 生长 繁殖 ,使 芽 单 胞 
菌 成 为 高 海拔 样品 中 的 优势 菌 群 。 放 线 菌 纲 ( Actinobacteria) 主要 分 布 在 低 海 拔 样品 中 出 现 , 较 少 在 高 海拔 样 
品 中 发 现 , 说 明 放 线 画 随 看 海拔 高 度 的 增加 而 减少 ,这 与 以 往 对 西藏 土壤 放 线 机 研究 结果 相似 , 即 放 线 机 数量 
随 海拔 升 高 ,冻结 期 增长 显著 减少 ” 。 

对 真菌 DGGE 主要 条 带 的 克隆 测序 结果 显示 子宫 菌 门人 Ascomycetes ) 广泛 分 布 在 低 海拔 和 高 海拔 样品 
中 ,在 4000m 海拔 样品 中 也 检测 到 部 分 担子 菌 门 ( Basidiomycota) , JH F 3€ PR 1] ( Ascomycetes ) 是 主要 优势 菌 
群 。 此 外 ,利用 真菌 引物 NS1/Fung GC 还 回收 到 部 分 与 丝 足 虫 类 ( Cercozoa) 原 生生 物 如 Cryothecomonas , 
Lecythium 等 高 度 相似 的 序列 ,但 这 些 序列 仅 分 布 在 高 海拔 冰雪 和 窗 盖 的 样品 中 ,表明 这 些 友 列 所 代表 的 生物 具 
有 较 强 的 耐寒 能 力 ,与 以 往 的 研究 相 类 似 。 如 Cryothecomonas 最 早 在 南极 海 冰 和 冰 缘 区 被 发 现 :“4 ,并 相继 
在 冰 芯 ,沉积 物 和 水 柱 “* 中 被 发 现 。 此 外 ,Thaler 等 利用 特异 性 荧光 原 位 杂交 技术 对 北极 和 亚 北 极 海 域 中 
的 Cryothecomonas 人 研究 发 现 Cryothecomonas 丰 度 与 水 和 融雪 量 显著 正 相关 ,说 明 Cryothecomonas 可 以 作为 北 
极 冰 柱 融化 的 敏感 指标 。 虽 然 本 研究 选择 DGGE 图 谱 测 序 的 代表 条 带 可 能 不 会 完全 反映 土壤 中 微生物 群 
沙 结 构 , 但 至 少 代 表 了 样品 中 优势 微生物 类 群 的 变化 特征 。 


4 结论 


本 文 综合 采用 平板 活 菌 计数 ,定量 PCR, PLFA HI DGGE 技术 探讨 了 青藏 高 原 珠穆朗玛 峰 北 坡 从 坡 底 牧 
草 和 农业 土壤 ,到 海拔 6550m 高 度 的 高 山 土壤 或 风化 不 完全 的 人 砂砾 样品 中 微生物 的 生物 量 和 群落 组 成 特征 。 
结果 表明 受 海拔 依赖 的 相关 因子 ,如 养分 (有 机 质 =< 总 氮 ) 温度 等 的 影响 ,无论 是 活性 细菌 和 真菌 的 CFU 数 ， 
细菌 16S rRNA 和 真菌 ITS 基因 丰 度 ,还 是 PLFA" 所 代表 的 微生物 量 和 物种 多 样 性 均 随 海拔 升 高 明显 降低 。 
此 外 ,PLFA 中 代表 革 兰 氏 阳 性 细菌 的 组 分 在 高 于 5350m 以 上 的 样品 中 缺失 ,而 代表 革 兰 氏 阴 性 细菌 的 部 分 
组 分 和 真菌 组 分 在 所 有 样品 中 都 有 分 布 , 表 明 革 兰 氏 阳 性 细菌 比 革 兰 氏 阴 性 细菌 和 真菌 对 海拔 梯度 变化 更 为 
敏感 ,该 结果 与 不 同样 品 中 细菌 DGGE .指纹 网 谱 随 海拔 高 度 聚 集成 篮 ,而 真菌 DGGE 指纹 网 谱 随 海拔 高 度 变 
化 无 明显 聚集 的 结果 相 一 致 ,表明 海拔 高 度 显 著 影 响 细菌 群落 组 成 ,但 对 真菌 群落 变化 没有 显著 影响 。 此 外 ， 
对 细菌 和 真菌 DGGE 主要 条 带 的 回收 测序 分 析 结 果 显 示 变 形 菌 纲 是 珠 峰 不 同 海拔 高 度 土 壤 / 砂 砾 样品 中 的 优 
势 菌 群 , 芽 单 胞 菌 是 高 海拔 样品 中 的 优势 菌 群 ,而 放 线 菌 主要 分 布 在 低 海拔 样品 中 ;真菌 以 子宫 戎 门 为 优势 菌 
群 。 此 外 ,利用 真菌 的 引物 还 在 高 海拔 冰雪 禾 盖 样品 回收 到 丝 足 忠 类 原生 生物 ,代表 了 冰雪 覆盖 样品 中 所 特 
有 真 核 生物 类 群 = 这 些 结果 为 认识 全 球 变化 对 高 寒 区 生态 系统 的 影响 以 及 发 气 高 寒 地 区 土壤 微生物 资源 提 
ptr SES EN 
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